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IVADAS

Nepaisant Siuolaikinés medicinos pazangos, sunkios, nepagydomos ligos islicka
aktualia problema. Pavyzdziui, remiantis statistika, kas antras Zzmogus per savo
gyvenima susirgs bent viena vézine liga [1]. Tradicinis vaisty kiirimo buidas, kuomet yra
sukuriamas slopiklis vieng specifin] procesg vykdanc¢iam baltymui, vézio atveju néra
efektyvus, nes vézinés Iastelés netrunka adaptuotis jvykstant slopinimg
kompensuojanioms genomo mutacijoms. Todé¢l neretai yra bandomi jvairiis vaisty,
kuriy taikiniai bty skirtingi, deriniai.

Hsp90 yra Saperonas, turintis palyginti siaurg klienty ratg, taciau per juos jtakojantis
didele dalj Zmogaus baltymy. Dauguma Hsp90 klienty yra svarbis jvairiuose
signaliniuose lastelés keliuose (transkripcijos veiksniai, kinazés, kt.) [2]. Visuose
pagrindiniuose vézéjimo molekuliniuose procesuose dalyvauja Hsp90 klientai [3]. Be to,
vézinéms lgsteléms reikia kur kas didesnio Saperony Kiekio nei jprastoms lgsteléms —
stabilizuoti mutavusius baltymus ir iSlaikyti proteostaze itin nepalankiomis sglygomis.
Todél Hsp90 slopinimas visy pirma paveikty vézines lgsteles ir galéty stabdyti visus
veéZéjimo procesus vienu metu. Dabartiniais duomenimis, Hsp90 slopikliai galéty biiti
naudojami ne tik kaip prieSvéZiniai vaistai, bet ir jvairiy kity ligy, pavyzdziui,
neurodegeneratyviniy ar pirmuoniy sukeliamy, atvejais.

Nors yra sukurtas ne vienas sintetinis Hsp90 slopiklis, o su keliais i$ jy yra atlickami

ir klinikiniai tyrimai, Siuvo metu dar nei vieno Hsp90 slopiklio néra naudojama klinikoje.
Dauguma tirty Hsp90 slopikliy pasizymi jvairiais skirtingais pasaliniais poveikiais.
Todél yra didelis naujy, efektyviy Hsp90 slopikliy poreikis.

Vilniaus universitete buvo susintetinta nauja potencialiy Hsp90 slopikliy grupé, aril-
dihidroksifenil-tiadiazolai (toliau vadinami ICPD). Vystydami §iuos junginius kaip nauja
potencialy prieSvézinj vaistg, tuo paciu galime pagilinti termodinaminio vaisty kiirimo
metodikg. Ilgg laikg vaisty kiirimas buvo paremtas sgveikos kontakty optimizavimu
atlikus struktiring analize, taCiau tokie metodai neleidZzia suprasti susidaranciy
molekuliniy sgveiky varomyjy jégy [4]. Tuo tarpu termodinaminé analizé leidzia kur kas
geriau suprasti baltymo—Iligando jungimosi procesa.

Termodinaminiai tyrimai leidzia ne tik jvertinti sgveikos stiprumg, bet taip pat ir
iSskirti entalpinj ir entropinj jungimosi reakcijos démenis, i§ ko galima spresti apie
sgveikos prigimtj. Paprastai yra kur kas sunkiau padidinti entalpinj indélj j jungimosi
Gibso energija nei entropinj, nes teisingai sumodeliuoti nekovalentines polines saveikas
yra zymiai sudétingiau nei jvesti papildomas hidrofobines grupes [5; 6].

Vienas didziausiy molekulinés biofizikos i8Stkiy yra suprasti koreliacijg tarp
termodinaminiy ir struktfiriniy duomeny [7]. Yra pastebéta, kad eksperimenty metu
stebimi termodinaminiai parametrai ne visada gerai koreliuoja su struktiiriniais
duomenimis. Todél yra svarbu nustatyti tikruosius termodinaminius parametrus, kurie
pasitarnauja kaip koncepcinis jrankis jungimosi energijoms analizuoti strukt@iriniame ir
cheminiame kontekstuose [8]. Tikruosius parametrus galima apskaiciuoti i§ stebimyjy
verCiy atimant jvairiy su jungimusi susijusiy reiskiniy termodinaminius parametrus.
Deja, atliekant tokio pobudzio tyrimus, iki Siol tenka kiekvieng atveji nagrinéti atskirai,
taip pamazu renkant duomenis apie tai, kaip nedideli cheminés struktiiros pokyc¢iai
jtakoja tikrasias jungimosi energijas.



Darbo tikslas:
IStirti ICPD junginiy jungimosi su Hsp90 struktiiros-termodinamikos sarysj.

Darbo uzdaviniai:
1. Ivertinti ICPD junginiy giminingumg rekombinantiniam Zmogaus Hsp90
baltymui.
2. Istirti galimus molekulinius jvykius, susijusius su ICPD jungimusi su Hsp90.

3. Istirti ICPD jungimosi su rekombinantiniu Zmogaus Hsp90 termodinaminj
mechanizmg, nustatant tikruosius termodinaminius parametrus.

4. Nustatyti sarysj tarp kiekvieno ICPD junginio struktiiros ir jo jungimosi su Hsp90
termodinaminiy parametry.

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§meé

Siame darbe mes pristatome naujy Hsp90 slopikliy grupe, vadinama ICPD, kurios
pagrindu galéty biiti sukurti vaistai nuo kai kuriy vézio formy (kg liudija lagsteliy augimo
slopinimo tyrimai), taip pat tam tikry kity ligy. Siy junginiy struktiiros pagrinda sudaro
unikalus tiadiazolo ziedas ir natiiraliam Hsp90 slopikliui radisikoliui budinga
resorcinolio grupé. Darbe pateikiame ICPD slopikliy jungimosi su rekombinantiniu
Zzmogaus Hsp90 baltymu detaly termodinamin; apibidinimg. Siekdami iSsiaiskinti
baltymo—Iligando jungimosi termodinaminj mechanizmg, mes apjungéme izoterming
titravimo kalorimetrijg ir baltymy iSsivyniojimo profiliy analize. Mes parodéme pirma
karta, kad resorcinolio grupe turinciy Hsp90 slopikliy jungimuisi prie taikinio biitina Siy
junginiy hidroksi grupés protonizacija. Kadangi trijy miisy junginiy jungimasis su Hsp90
yra varomas daugiausiai entalpijos, jie yra puikis kandidatai tolesniam optimizavimui.
Remiantis miisy tyrimais, Sie junginiai buvo patentuoti Europoje ir JAV.



TYRIMU METODIKA

Reagentai

Darbui naudotos auks¢iausio grynumo laipsnio cheminés medziagos: ANS (amonio
1-anilinonaftaleno-8-sulfonato hidratas, > 97 %) ir H3PO, (85 % tirpalas) buvo jsigyti i$
»olgma Aldrich®; CH;COONa (> 99 %) ir Na,HPO, (> 99 %) — i§ ,,Fluka Chemie*;
DMSO (> 99,5 %), HEPES (> 99,5 %), NasPO4*12H,0 (> 98 %), NaCl (> 99,5 %) — i$
,Roth*; HCI (36,5-38 % tirpalas) ir NaOH (> 98 %) — i§ ,,Alfa Aesar*, Na,B40,+10H,0
(> 99,5 %) — 18 ,,Spectrum Chemical MFG corp.*; NaH,PO4*H,0 (99,4 %) — i§ ,,Fisher
Scientific; Tris (> 99,9 %) ir Tris-HCI (> 99 %) — i$ ,,Sigma*.

Baltymai

Rekombinantiniai Zmogaus Hsp90a, Hsp90B ir jy N-domenai buvo pagaminti
Eschericia coli Igstelése. Juos iSgrynino V. Michailoviené VU Biotechnologijos instituto
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje.

Ligandai
5-AriI-4-(5-pakeistus-2,4—dihidroksifenjI)-1,2,3-tiadiazo|us (ICPD; 80-97 %
grynumo) susintetino prof. dr. I Cikotiené VU Biotechnologijos instituto

Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje, bendradarbiaujant su VU Chemijos
fakultetu. 17-AAG buvo jsigytas i§ Selleckchem (99,88 %).
Buferiniai tirpalai

Fosfatinis buferis: 50 mM fosfato, 100 mM NaCl. Reikiamas pH buvo pasiektas
sumaiSant HsPO,4, Na,HPO,, NaH,PO, ir NasPO, tirpalus reikiamu santykiu.

Tris buferis: 50 mM Tris, 100 mM NaCl. Reikiamas pH buvo pasicktas sumaiSant
Tris ir Tris-HClI tirpalus reikiamu santykiu.

HEPES buferis: 50 mM HEPES, 100 mM NaCl. Reikiamas pH buvo pasiektas jpilant
reikiama kiekj NaOH tirpalo ir praskiedziant vandeniu iki galutinio tirio.

Universalus buferis: 50 mM fosfato, 50 mM CH;COOH, 25 mM Na,B,0,, 100 mM
NaCl. Reikiamas pH buvo pasiektas sumaiSant HsPO,4, Na,HPO,, NaH,PO, ir Na;PO,
tirpalus reikiamu santykiu.

Izoterminio titravimo kalorimetrija

Izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) eksperimentus atlikome VP-ITC
kalorimetru (,,MicroCal, Inc.“). Baltymo ir ligando tirpalus paruosdavome vienodame
buferyje. DMSO koncentracija nevirSijo 2 %. Kiuvete (aktyvus taris — 1,4315 mL)
uzpildydavome baltymo tirpalu (2—-6 uM), o titravimo $virksta (300 puL) — ligando tirpalu
(2060 uM). Baltymo tirpalg titruodavome 25-30 10 uL ligando tirpalo injekcijomis kas
3-4 minutes, maiSant 260 aps./min grei¢iu. Eksperimento metu temperatiira (7-43 °C)
buvo palaikoma pastovi.

Gautus eksperimentinius duomenis analizavome ,,MicroCal Origin 5.0° programinés
jrangos ITC moduliu, i§skai¢iuojan¢iu stebimaja jungimosi konstanta (Ky qps), stebimaja
jungimosi entalpija (ApHops) Ir koncentracijos korekcijos faktoriy n. Ky gps ir ApHops
nustatymo paklaida ~10 %, o n -5 % [9]. B

ITC didziausio patikimumo intervalui apibrézti naudojamas Wiseman faktorius C:
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c=nKyF (1)
Sioje formuléje n yra ligando prisijungimo prie baltymo viety skai¢ius, o P, — baltymo
koncentracija. Pageidautina, kad ¢ verté biity 5-500 intervale [10; 11].
Fluorescencinio terminio poslinkio tyrimai

Fluorescencinio terminio poslinkio tyrimus (FTSA) atlikome Corbett Rotor-Gene
6000 (,,Qiagen Rotor-Gene Q) spektrofluorimetru. Paruosdavome 5 arba 10 pM
baltymo ir nuo 0 iki 200 uM ligando tirpalus Fosfatiniame arba Universaliame buferyje.
Bendras reakcijos tirpalo turis biidavo 10 arba 20 pL, 18 kuriy 2 % sudar¢ DMSO.

Eksperimenty metu palaipsniui (1 °C/min) kéléme méginio temperatiirg nuo 25 iki
95 °C ir stebéjome solvatochrominio dazo 1-anilinonaftaleno-8-sulfoninés riigsties
(ANS; 50 pM) fluorescencijos pokycius, suzadindami ANS 365 + 20 nm S$viesa ir
registruodami 460 + 15 nm bangos ilgio $viesos emisija. Sie fluorescencijos pokyéiai
atspindi temperatiiros sukeliama baltymo virsma i§ natyvaus (N) i i§sivyniojusj (U). Sj
virsma gali jtakoti ligandas (L), stabilizuodamas arba destabilizuodamas baltyma:

Ky Ky
U+ Ly = N+ Ly = NLy, 2)
Procesg apraSo dvi pusiausvyros konstantos — Ky, ir baltymo iSsivyniojimo konstanta Ky:
Ky = E] — ¢ AuG/RT Ky = [NLb] _ —AGy/RT
N] , IN][Lg] . (@3)

kur L¢ — laisvas ligandas; Ly, — su baltymu susirises ligandas; AyG ir A,G yra atitinkamai
i$sivyniojimo ir jungimoSi Gibso energijos; R — universalioji dujy konstanta; T —
absoliuti temperatiira (K).

ISsivyniojant Hsp90N baltymams, stebéjome vieng fluorescencijos suzadinimo pika,
bidingg homogeniniams vieno domeno baltymy preparatams. Baltymo stabilumo kreives
vidurio taskas yra vadinamas lydymosi temperatiira, T,. Sioje temperatiroje pusé
baltymo molekuliy yra natyvios biisenos, kita pusé — i§sivyniojusi. Ty, vertes nustatéme
eksperimenty metu gautas baltymo lydymosi kreives modeliuvodami pagal lygtj (4):

T) = yx + =yt
y(T') = yx 1 + e~ AuG/RT yu 1 + e AuG/RT (4)

kur y(T) yra stebimos fluorescencijos priklausomybé nuo temperatiiros; Yy ir yy — dazo,
prisijungusio prie atitinkamai natyvaus arba iSsivyniojusio baltymo, fluorescencija
(apraso linijines i$sivyniojimo kreivés dalis). T, nustatymo tikslumas yra + 0,5 °C,
taciau vienu metu atlieckamy eksperimenty atsikartojamumas yra + 0,02 °C.

Siekdami nustatyti K,, atlikome eile eksperimenty esant skirtingoms ligandy
koncentracijoms. Priklausomai nuo baltymo—Iligando saveikos stiprumo, didéjant
ligando koncentracijai, didéjo Ty,. T, priklausomybé nuo ligando koncentracijos miisy
atveju gali bti apraSoma lygtimi (5):

P; 1
Ly = (Ku = D577+ 7=)
2KU Kb , (5)
kur L, yra viso pridéto ligando koncentracija; K, ir Ky yra isskleidziamos pagal (3) lygt.
Ky nustatétme derindami (4) lygties parametrus, kad modelis tinkamai apraSyty
eksperimentinius duomenis.
Diferencinio skenavimo kalorimetrija

Diferencinio skenavimo kalorimetrijos (DSC) eksperimentus atlikome MC-2
skenavimo kalorimetru (,,MicroCal, Inc.“). 1,1551 mL kiuvete uzpildydavome buferiniu
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tirpalu su 10 uM baltymo ir nuo O iki 100 uM ligando. Palyginamaja kiuvete
uzpildydavome tokiu paciu buferiniu tirpalu, tik be baltymo ir ligando. Temperatiirg
keleme 1 °C/min greiciu. Gautus duomenis analizavome ,MicroCal Origin 5.0¢
programinés jrangos DSC moduliu.

Su jungimusi susijusiy protonizacijos reiSkiniy analizé

ICPD junginiy pK, vertes suskai¢iavome naudodamiesi ,,MarvinSketch* programine
jranga [12], baltymo aminorgsciy — internetiniu jrankiu ,,H++ [13].

Su jungimusi susijusi protonizacija pasireiSkia kokios nors ligando arba baltymo
grupés pK, vertés pokyCiu jungimosi reakcijos metu. Kad galéty jvykti jungimosi
reakcija, ligando ir baltymo sgveikos pavirsiai turi buti tam tikro protonizacijos laipsnio.
Jei dél tirpalo pH molekulés protonizacija yra kitokia nei bitina jungimosi reakcijal,
protonas yra prisijungiamas i§ buferinés medziagos (arba atiduodamas buferinei
medziagai). Esant tokiam tirpalo pH, stebimoji jungimosi konstanta K, o, bus mazesné
nei tokiame pH, kuriame protony apykaita su buferiu nebus bitina, nes papildoma
energija bus sunaudota protono atpléSimui nuo buferinés medziagos ir prisijungimui
(arba atidavimui buferinei medziagai). Tokiu atveju Ky o,s sarySis su Ky i gali biti
apraSomas lygtimi (6) [8; 14]: B )
1+ IOPH_pKab
1 + 10PH-PK." ©
kur K.” ir K, yra protony disociacijos nuo atitinkamai suriSto ir laisvo ligando (arba
baltymo) konstantos. Suminis jungimosi reakcijos metu ligando (ar baltymo) prisijungty
protony skai¢ius n yra skirtumas tarp protony jsisotinimo dalies laisvame ir

susijungusiame biiviuose:
10PKa b —pH 10PK o —pH

b f

T A ST AT

ITC metodu galima nustatyti n verte, kadangi ji jtakoja stebimaja jungimosi entalpija:
AbI_—Iobs — AbHdebuff + nAbeuferis, (8)

kur ApHgenufr Yra teoriné entalpija, kurig stebétume buferyje, kurio jonizacijos entalpija

(ApHpuferis) bty lygi nuliui. Tuo atveju, kai protonizacija yra vienintelis su jungimusi

susijes reisSkinys, tikroji entalpija (AyHiqy) gali biiti apskai¢iuojama pagal lygtj (9):

bHiner = ApHops — nAbH buferis — nAbH kompleksas 9

Kobs = Kintr

Kfristaliniy struktiiry analizé

Hsp90 ir ICPD junginiy kristalines struktiras (PDB kodai 2Y10, 2Y15, 2YI16, 2Y17)
nustaté dr. S. M. Roe ir dr. C. Prodromou Susekso universitete, DidZiojoje Britanijoje.
Struktiiry vizualizacijai naudojome ,,Discovery Studio Visualizer 4.5 [15] ir ,,PyMol*
[16] programing jranga. Struktiiry palyginiai atlikti ,,PyMol*.

Lasteliy tyrimai

ICPD junginiy jtakg U20S 1ir HelLa linijjy véZiniy lgsteliy gyvybingumui
tetrazolio/formazano tyrimu [17] jvertino dr.J. Matuliené ir dr. V. Petrikait¢ VU
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje. Dr. S. Y. Sharp
Vézio tyrimy institute, DidZiojoje Britanijoje, nustaté Siy junginiy jtakg HCT116 linijos
vézinéms lasteléms sulforhodamino B tyrimais [18] ir baltymy ,,Western blot* analize.

11



REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. ICPD junginiai

Nuo ATP priklausomos Hsp90 funkcijos (baltymy suvyniojimas ir stabilizacija)
atlieka svarby vaidmenj jvairiy véziniy ligy eigoje. Hsp90 N-domene esancioje ATP
suriSimo  kiSenéje prisijungti gali du nattralts slopikliai: radisikolis (RD) ir
geldanamicinas (GA). Abu S$ie junginiai turi farmakologiniy savybiy, dél kuriy negali
buti efektyviai pritaikyti medicinoje, tod¢l yra aktyviai ieSkoma struktiiriSkai panasiy
junginiy, kurie bty netoksiski efektyvis Hsp90 slopikliai [19]. Yra tirti diarilpirazoly
[20] ir diarilizoksazolq [21; 22] dariniai, su keliais tokiais junginiais yra atliekami
jungimosi su ligandais termodmamlka néra pakankamai iSnagrinéta. Anksmau miisy
skyriuje buvo sukurta eilé junginiy, turinéiy resorcinolio ir tiadiazolio grupes (aril-
dihidroksifenil-tiadiazolai, toliau vadinami ICPD; 1 pav.). Siame darbe mes
panaudojome du nepriklausomus metodus — ITC ir terminio baltymo iSsivyniojimo
profilio analiz¢ (FTSA ir DSC),— kad nustatytume ICPD jungimosi su rekombinantiniy
zmogaus Hsp90o ir Hsp90B baltymy N-domenais (toliau vadinamais atitinkamai
Hsp90aN ir Hsp90BN) termodinaminius parametrus.

O—CH, HO Cl O—CH,
HO —
NQN S N§N S NQN S
ICPD 26 ICPD 47 ICPD 26.2
O—CH, HO CH o)
Q ) Q O sl R
HO —
N§N S NQN/S NQN/S
ICPD 34 ICPD 62 ICPD 60

1 pav. Tirty ICPD junginiy struktiirinés formulés.

2. ICPD jungimosi su Hsp90 tyrimas izoterminio titravimo
kalorimetrijos metodu

Pagrindinis misy naudotas metodas ICPD jungimosi su Hsp90 energijy nustatymui
buvo ITC. Siuo metodu galima nustatyti visus svarbiausius jungimosi reakcijos
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termodinaminius parametrus: jungimosi konstantg (Ky), entalpija (AyH), entropija (ApS)
ir Silumine talpa (AC,) [24; 26].

Miisy duomenimis, ICPD jungimosi su Hsp90N termodinaminiai parametrai atitinka
jungimosi su pilno ilgio Hsp90 duomenis, tiek a (2 pav.), tiek B izoformy atvejais. Todél
tolesniuose tyrimuose naudojome daugiausiai Hsp9ON, kuris yra kur kas tinkamesnis
FTSA eksperimentams.

L
=] o
T ——

]
o

I6 -
£
% -30
x ® Hsp90a
T & Hsp90aN
40 _
— Modelis
-50
B0 L OAC ey e
0 0.5 1 1.5 2 25

Moalinis santykis

2 pav. ICPD47 jungimosi su 6 uM pilno ilgio Hsp90a baltymu ir su Hsp90aN integruotos
ITC kreivés. Kreiviy skirtumai yra eksperimentiniy paklaidy ribose. Matavimai atlikti
Fosfatiniame buferyje, pH 7,5, 37 °C temperatiiroje.

ITC metodu mes iSmatavome Ses$iy ICPD junginiy (1 pav.) jungimosi su Hsp9ON
energijas. Dar pirminiy eksperimenty metu paaiskéjo, kad du is jy, ICPD26.2 ir ICPD60,
nesijungia su Hsp90N. Tuos keturis ICPD junginius, kurie jungiasi su Hsp90N, iStyréme
detaliau.

Tipiniai neapdoroti titravimo duomenys yra pateikti 3 paveiksle. Visy ICPD
jungimosi atvejais stebimosios jungimosi entalpijos pokytis (AyHqps) buvo egzoterminis.
I$ integruotos ITC kreivés statumo galima spresti, kad junginio giminingumas baltymui
yra didelis. Pavyzdziui, Fosfatiniame buferyje, pH 7,5, 37 °C temperatiiroje, Siy ICPD
junginiy Ky, ops vertés varijavo nuo 1,8x10" iki 1,8x10° M™. ICPD34 jungeési akivaizdziai
silpniau nei kiti 3 ICPD junginiai. Sios vertés yra didesnés nei natiralaus Hsp90
substrato ATP (K ops = 7,6x10° M, esant 25 °C temperatiirai ir pH 7,4) [27; 28]. Sia
tendencijg stebéjome ir kitomis eksperimenty sglygomis.

ITC metodu nustatyty K, veréiy patikimumg galima jvertinti ¢ vertés pagalba [10;
11]. Visy keturiy tiriamy ICPD junginiy jungimosi su tirtais Hsp90 konstruktais
stechiometrija buvo 1 slopiklio molekulé : 1 baltymo ATP-suriS§imo kiSen¢. Tod¢l miisy
cksperimenty salygomis (6 pM) tiksliai pamatuoti galime tik iki 8x10” M™ stebimasias
jungimosi konstantas. Stipriausiai besijungiantys ICPD junginiai, ICPD47 ir ICPD62,
Sias ribas pasiekia ir jau minétomis sglygomis. Esant zemam pH, jungimasis yra dar
stipresnis, dél ko jo stiprumo negalime patikimai nustatyti ITC metodu, todél tam
turéjome pasitelkti papildomg metodg. Taciau ITC metodas leidzia nustatyti ApHgps
pakankamai tiksliai ir tuomet, kai jungimasis yra itin stiprus.
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3 pav. Tipiniai ICPD jungimosi su Hsp90 ITC duomenys. 60 uM ICPD47 jungimosi su
6 uM Hsp90aN HEPES buferyje, pH 7,5, 37 °C temperatiiroje duomenys: titravimo (virsuje) ir
integruota kreivés (apacioje).

3. ICPD jungimosi jvertinimas pagal baltymo iSsivyniojimo profilj

Baltymy i8sivyniojimo stebéjimu pagristi metodai (FTSA, DSC) gali biiti naudojami
nustatyti bet kokioms nekovalentinio ligando jungimosi su baltymu Ky o vertéms [29;
30], tadiau jy metu negalima nustatyti AyHqns. Tokiu btudu ITC ir FTSA/DSC metodai
papildo vienas kitg [31].

Tiek FTSA, tiek DSC leidzia nustatyti K, pagal tai, kokia jtakg ligandas turi baltymo
lydymosi temperatiirai T, [29; 31]. ISsivyniojant tirpiems vieno domeno globuliniams
baltymams matyti viena tranzicija, kurig gali jtakoti prisijunge ligandai. Taciau pilno
ilgio Hsp90 yra sudarytas is keliy domeny, todél jo iSsivyniojimo kreivé yra sudétinga ir
1§ keliy smailiy. Tokig kreive interpretuoti sunku, jei i§ vis jmanoma. Tuo tarpu Hsp9ON
i8sivyniojimo kreive turi tik vieng, aiskig smailg.

DSC yra kur kas senesnis metodas ir dél to geriau jsitvirtings farmakologinéje
praktikoje nei FTSA [32-34], taciau DSC eksperimentams reikia dideliy reagenty kiekiy,
patys eksperimentai ilgai uztrunka. Todél mes eksperimentus atlikome kur kas didesnio
nasumo FTSA metodu ir kelis atvejus patikrinome DSC.

FTSA metodu mes nustatéme 4 ICPD junginiy jungimosi su Hsp90N Ky s Vertes
jvairiuvose pH ir buferivose tam, kad patikslintume atitinkamus ITC duomenis.
Vykdydami FTSA eksperimentg su 10 pM Hsp90N nesant ligandy, stebédavome staigy
solvatochrominio dazo ANS fluorescencijos padidéjimg tirpalui pasiekus ~ 50 °C
(tranzicija, T, stebima 49,5+0,1 °C Hsp90aN atveju, Hsp90PN — 49,1+0,2 °C). Si
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smailé atspindi baltymo iSsivyniojimg, dél kurio dazui tampa prieinami iki tol baltymo
viduje buve hidrofobiniai pavir$iai. ICPD juginiy pridéjimas (pvz., ICPD47 4A pav.)
kreiviy tranzicija paslinko link aukStesniy temperatiiry, nes Sie junginiai susijungdami su
Hsp90N ji stabilizuoja. DSC eksperimentais stebéjome tokio pacio dydzio T, poslinkj (5
pav.).

A B *]
- Ligandas ICPD47
. _ * 0pM 62 1 AICPD26
Se0 - A 23uM 50 | <¢ICPD34
Nl i | 395uM OICPD47
ol © 200 pM ¢ %81{ micPDe2
D 50 — Modelis S
e s AITAAG
] @ICPD26.2
b | :
® 40 54 Modelis
S
3 52
L 30 50 -—
48 |} ! H : |
40 45 50 55 60 65 70 0 107 108 108 104
Temperatiira, °C L, M

4 pav. (A) Tipiniy ICPD jungimosi su Hsp90ON FTSA duomeny pavyzdys: neapdorotos ANS
fluorescencijos Kkitimo kreivés palaipsniui keliant temperatiira, ICPD47 jungiantis su 10 uM
Hsp90aN, esant pH 7,5. Didinant ICPD47 koncentracijg, Hsp90aN terminés iSsivyniojimo
tranzicijos taskas (Ty) slinko link aukstesniy temperatiry. (B) 5 uM Hsp90a Tr,, nustatytos
FTSA metodu, priklausomybé nuo pridéty ligandy koncentracijos (L;) esant pH 7,5 . ICPD62
lemia didziausia baltymo T poslinkj, todél $io junginio Ky ops (bet ne Ky iny) yra didziausia.

Pagal (4) lygti modeliuvodami baltymo iSsivyniojimo kreives, gautas FTSA
eksperimenty metu, nustatéme Hsp90N lydymosi temperatiiras esant jvairioms slopiklio
koncentracijoms. Grafike atidéje ir pagal (5) lygtj sumodeliave T, priklausomybe nuo
pridéto ligando koncentracijos (4B pav.), nustatéme K, o5 Vertes kiekviename tirtame
pH.

80 A Hsp90BN

70 | Modelis
——Hsp90BN+ICPD47

60 9 | ---—--- Modelis

C,, kdxmol1x°C-1

40 45 50 55 60 65 70 75
Temperatara, °C

5 pav. DSC eksperimento metu vykstanti HSp90BN baltymo terminé denatiiracija, nesant
ligandy (juoda linija) ir esant 100 pM ICPDA47 (pilka linija).
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1 lentelé. FTSA metodu nustatytos Ky ops vertés, M™. + nurodo paklaidas (Kkartais),
apskaiciuotas is keliy eksperimenty.
Junginys Hsp90aN Hsp90BN
ICPD26 | 7,6x10' +0,03x | 1,0x10+0,17x
ICPD34 | 2,5x10" +0,19x | 4,8x10° +0,25x
ICPD47 | 8,.8x107 +0,17x | 2,3x107 +0,28x
ICPD62 | 1,7x10%+0,16x | 4,7x107 +0,10%
17-AAG | 5,.8x10° +0,17x n.d.

Kaip matyti i§ 4B pav. ir 1 lentelés, esant pH 7,5 (37 °C), visi 4 ICPD junginiai
jungiasi su Hsp90aN stipriau nei klasikinis Hsp90 slopiklis 17-AAG. ICPD26.2 (ir
ICPD60) nesiriSa su Hsp90N ir todel nejtakoja Sio baltymo Tp. Remiantis Siais FTSA
duomenimis, ICPD junginiai gali taip buti iSrikiuoti nuo stipriausio iki silpniausio
slopiklio: ICPD62 > ICPD47 > ICPD26 > ICPD34. Tokia eilés tvarka biidinga ne tik pH
7,5, bet ir esant kitoms tirtoms pH vertéms. Be to, analogiska tendencija stebéjome ir
eksperimentuose su Hsp90BN (1 lentelé).

4. Su jungimusi susijusiy protonizacijos reiSkiniuy analizé

Stebimasis parametras yra tikrojo jungimosi parametro ir jvairiy su jungimusi
susijusiy reiSkiniy energetiniy indéliy suma. Dazniausiai stebimi su baltymo ir ligando
jungimusi susij¢ reiSkiniai yra (de)protonizacija ir konformaciniai poky¢iai [35]. Su
jungimusi susijusiy protonizacijos reiskiniy analiz¢ atlikome kaip aprasyta [8; 14; 36].

4.1. ICPD jungimasis su Hsp90N yra lydimas vieno protono pernasos

Dar ankstyvose tyrimy stadijose nustatéme, jog stebimosios jungimosi entalpijos
stipriai priklauso nuo naudojamo buferio deprotonizacijos entalpijos (6A pav.).
Susidarant baltymo—Iigando kompleksui, gali pakisti labiliy protony aplinka, dél ko
labilios grupés pK, gali skirtis nuo laisvos molekulés. Varijuodami tirpalo pH mes
galime keisti nesusijungusiy ligando ir baltymo jonizacijos lygj. Todél mes iStyréme
stebimosios ICPD junginiy entalpijos priklausomybe nuo pH (6B pav.). Stebé¢jome tik
vieng kreiviy, apibudinaniy ApHgps priklausomybes nuo pH esant skirtingoms
buferinéms medZiagoms, sankirta (~ -40 kJxmol™). Tai parodo, kad jungimosi metu yra
iSlaisvinamas vienas protonas. PanaSiis rezultatai gauti ir su ICPD26 bei ICPD34
junginiais. Protonizacijos skirtumo tarp jungimosi pric Hsp90aN ir Hsp90BN nebuvo.

Nors ICPD62 atveju AyHgps priklausomybé nuo pH taip pat leidzia manyti vykstant
tik vieno protono mainams, laisvas ICPD62 islieka protonizuotas ir net esant pH 7,5 (6C
pav.). Sis skirtumas gali biiti paaiskintas ligandy struktiiry skirtumais. ICPD junginiai
turi dvi hidroksilo grupes, kurios galéty dalyvauti miisy eksperimentuose stebimame
(de)protonizacijos jvykyje. ICPD62 turi etilo grupg, esancig orto ir para padétyse
hidroksilo grupiy atzvilgiu, o kiti trys ICPD junginiai toje pozicijoje turi chlorg.
Skirtingas etilo ir chloro pakaity gebéjimas nutraukti elektronus ir lemia hidroksi grupiy
protonizacijos skirtumus. Tai patvirtina ir ,,Marvin“ programine jranga [12] atlikti
skai¢iavimai: para-hidroksi grupés pK, yra panaSus visuose ICPD junginiuose, taciau
orto-hidroksi pakaito pK, yra ~9,9 ICPD62 junginyje ir ~7,3 kity ICPD junginiy atvejais.
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Tai parodo, jog ICPD orto-hidroksi grupé turi buti protonizuota, kad jvykty jungimasis
su Hsp90.

0 ¢
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6 pav. pH ir buferio jtaka ICPD jungimuisi su Hsp90N. (A) ICPD47 jungimosi su Hsp90aN
integruotos ITC kreivés esant trims skirtingoms buferinéms medziagoms. (B) ICPD47 ir (C)
ICPD62 jungimosi su Hsp90aN stebimyjy entalpijy priklausomybé nuo pH dvejuose buferiuose,
zenkliai besiskirianciais buferinés medziagos protonizacijos entalpija (Fosfatiniame ir Tris).
Paklaidos rodo keletos eksperimenty standartinj nuokrypi.

Nustate stebimyjy jungimosi entalpijy priklausomybe nuo buferinés medziagos
deprotonizacijos entalpijos [37], ivertinome i§ tirpalo paimty protony skaiciy ligandui
jungiantis su Hsp90N jvairiose temperatiirose (7 pav.). Si priklausomybé yra tiesiné,

. T=7°C, n=0.00 R
: T=12°C, n=0.00 o
©—T=75°C, n=U-

S —r
T=37°C, n=0.05
A
X T13°C, n=0.01
-65 T T . 65 T T T T 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
A H, kdxmol! A H, kdxmol!

7 pav. (A) ICPD47 ir (B) ICPD62 jungimosi su Hsp90aN stebimyjy entalpijy
priklausomybé nuo buferinés medziagos deprotonizacijos entalpijos (AzH) skirtingose
temperatiirose, esant pH 7,5. ApHgenut — entalpija, kuri bty stebima buferyje, kurio
deprotonizacijos entalpija yra nulis.
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jos polinkio kampas nusako reakcijos metu buferinés medziagos suriSamy ar iSskirty
protony skai¢iy (n). Dalinis skaic¢ius ICPD junginio molekulés suristy protony galéty
reiksSti, kad tirtame pH (7,5) dalis ligando jau yra protonizuotoje formoje.

4.2. Jungimosi konstantos priklausomybé nuo pH

Tirpalo pH padidéjant vienu vienetu, ICPD (iSskyrus ICPD62) jungimosi su Hsp90
stebijomi konstanta mazéjo apie desimtj karty (8 pav.). Sie rezultatai yra lengvai
paaiskinami: kuo aukstesnis pH, tuo labiau dominuoja deprotonizuota ligando forma, tad
daugiau protony turi biiti paiimama i§ buferinés medziagos, o Siam procesui reikia
papildomos energijos. Tuo tarpu ICPD62 pradeda deprotonizuotis aukstesniame pH nei
kiti junginiai, todel ir jo K;, ops pradeda mazéti esant didesnéms pH vertéms.

1010
* TSA
10° - Ky A ITC (Fosfatinis)
',/ . e ITC (Tris)
o ITC (HEPES)
10° 4 — Modelis

5 6 7 8 oH 9 10 11 12

8 pav. Stebimosios ICPD47 jungimosi su Hsp90aN konstantos priklausomybé nuo pH.
Linija vaizduoja pagal (6) lygti sumodeliuota priklausomybe. Atkreipkite démesj, kad ITC
duomenys maziau patikimi, esant pH < 7,5, nes jungimasis yra per stiprus Siam metodui (ITC
patikimumo intervalai yra atvaizduoti punktyrinémis linijjomis), o esant pH < 6,0 net ir FTSA
duomenys yra nenaudotini, nes tokiomis saglygomis tiriamas baltymas yra nestabilus.

4.3. Su jungimusi susijusio protonizacijos reiSkinio modelis

9 paveikslélis vaizduoja ICPD47 junginio hidroksi grupés protonizacija, Siam
junginiui jungiantis su Hsp90 esant aukStam pH. Su jungimusi susijusio protonizacijos
reiSkinio lemiami entalpiniai indéliai yra zenklis, tad juos svarbu apskaiciuoti norint
nustatyti tikruosius jungimosi parametrus. ApraSytas protonizacijos modelis tinka ir
kitiems trims ICPD junginiams.

Tikroji jungimosi entalpija gali biti nustatyta i§ 6B pav. pateikty kreiviy sankirtos
arba, jei yra zinoma ligando protonizacijos entalpija, apskaic¢iuota i§ AyHgepur (NUStatytos
i 7 pav.) pagal (9) lygti. Ligando protonizacijos entalpijg galima nustatyti iSanalizavus
visus titravimo duomenis.
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2.9x0.32=0.9 kJimol
ApHops(Phos) = -47.3 kJimol

H2PO4_ ﬁ HPO42_
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(HOCH2)3CNH3+# (HOCHQ)gCN H2

46.6 x 0.32 = 14.9 kJ/mol
9 pav. Su jungimusi susijusiy reakcijy entalpiniai indéliai: ICPD47 junginio hidroksi grupés
(paryskinta) protonizacijos, buferinés medziagos jonizacijos ir tikroji jungimosi entalpijos.

ApHops(Tris) =-33.2 kJimol

5. ICPD jungimosi su Hsp90 tikrieji parametrai

Eksperimenty metu gauti termodinaminiai parametrai vadinami stebimaisiais — jy
vertés apima ne tik tikruosius jungimosi parametrus, bet ir jvairiy su jungimusi susijusiy
reiSkiniy energijas. Nors stebimosios vertés gali biti naudojamos jvertinti sgveikos
stiprumui  pasirinktomis sglygomis, tik tikrieji jungimosi parametrai gali biti
koreliuojami  su baltymo—Iligando komplekso struktlirinémis savybémis [38].
Protonizacijos jtaka jvertinome 4 skyriuje, taCiau SuU jungimusi susijusiems
konformaciniams poky¢iams jvertinti biitina struktiiriné analize.

10 pav. Hsp90aN—ICPD47 komplekso (pavaizduota zaliai su geltonu ICPDA47) ir
nesusijungusio Hsp90aN (pilkas, PDB kodas 3TOH) strukttiry palyginimas. Hsp90aN—ICPDA47
komplekso struktiiros bendras vidutinis kvadratinis nuokrypis nuo laisvo Hsp90oN buvo 0,24 A
(0,23 A ICPD24 atveju, 0,40 A — ICPD34, 0,16 A — ICPD62).

C. Prodromou su bendradarbiais Vézio tyrimy institute (Didzioji Britanija) atlikus
Hsp90 kompleksy su ICPD junginiais kristalografing analize, paaiskéjo, kad visi 4 ICPD
junginiai jungési su Hsp90 panaSiai, susidarant ir kitiems resorcinolio grupe turintiems
ligandams budingoms sgveikoms [39; 40]. Hsp90aN—ICPD kompleksy kristalinés
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struktiiros labai menkai skiriasi nuo apo Hsp90aN (10 pav.). Nilapwar ir kt. nagrinéjant
Hsp90aN saveikg su GA ir 17-AAG apskritiminio dichroizmo ir branduoliy magnetinio
rezonanso metodais, Zenkliy konformaciniy pokycCiy taip pat nebuvo pastebéta [28].
Remiantis $iais duomenimis, galimy su jungimusi susijusiy Hsp90 konformaciniy
pokyciy jtakg jungimosi termodinaminiams parametrams galime laikyti nereikSminga.

Suskai¢iavus tikruosius termodinaminius parametrus fiziologinéms salygoms
artimoje 37 °C temperatiiroje, paaiskéjo, kad visi 4 ICPD junginiai jungési su Hsp90aN
apie 4,5 karto stipriau nei su Hsp90BN (2 lentelé, 11 pav.). Panasis $iy dviejy zmogaus
Hsp90 izoformy giminingumo skirtumai buvo pastebéti ir RD [41] bei GA [42] atvejais.
Vienintelis skirtumas tarp Hsp90o ir Hsp90f ATP suriS§imo kiSeniy yra o izoformoje
esant] sering (S52) B izoformoje pakeites alaninas. Pagal gimininguma abiems Hsp90
izoformoms ICPD junginiai gali biiti surikiuoti taip, nuo stipriausio iki silpniausio:
ICPD47 > ICPD26 ~ ICPD62 > ICPD34.

2 lentelé. ICPD jungimosi su Hsp90N tikrieji termodinaminiai parametrai, esant 37 °C
temperattrai ir pH 7,5. £ nurodo paklaidas, jvertintas sumodeliavus keliy eksperimenty
duomenis.

ICPD | Baltymas | ot | Koo | Kogoo | ue | = foi | it
o | Hsp90aN | -411 2,21x10° 45| -495 -8,4 -790
Hsp90PN | -380| 3,9x10°| 259| -451 -7,0 -650

g4 | Hsp90aN | -395 6,6x10’ 151 | -46,4 7,0 -550
Hsp90BN | -395| 1,9x10°| 52,1| -433 -3,7 -640

47 | Hsp90oN | -42,2 3,15x10° 32| -505 -8,3 -730
Hsp90BN | -432| 7,3x10°| 138| -46,7 -3,5 -700

5y |Hsp90aN | -30,1 2,18x10° 46| -49,5 -19,4 -540
Hsp90BN | -26,8| 4,7x10"| 21,4| -455 -18,8 -340

+1,7 +15x | +15x| #11 +2,0 +125

ICPD26 ICPD34 ICPD47 ICPD62
_Hsp90aN Hsp90BN Hsp90aN HspS0BN Hsp90aN Hsp90BN Hsp90aN Hsp90BEN

H

A
o

A Energija,y,, kdxmol-'

on
o

W 0 AyH, kdxmol m A,G, kJxmol @ -TA,S, kdxmol

-65

11 pav. Tikryjy entalpijy ir tikryjy entropijy indéliai j tikrasias jungimosi Gibso energijas,
ICPD jungiantis su Hsp90N 37 °C temperatiiroje.
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Buvo pastebéta, kad sintetiniy vaistiniy medziagy jungimuisi su baltymu-taikiniu yra
buidingas didesnis entropinis indélis nei nattraliy ligandy [43]. Entropijos indélj padidinti
galima ,,apauginant liganda hidrofobiniais pakaitais, ta¢iau tai daryti galima tik iki tam
tikros ribos, nes vaistas turi islikti pakankamai tirpus [38]. Entalpinj indélj didinti yra kur
kas sunkiau, nes polinéms sgveikoms yra svarbesni tiksliis atstumai bei ry$iy geometrija,
kg yra sudétinga teisingai prognozuoti esamais bioinformatikos jrankiais. Dél to visy
pirma turéty biti optimizuojama entalpija, o tik vélesnése vaisto suktirimo Stadijose
didinamas entropinis indélis [5; 6]. ICPD26, ICPD34 ir ICPDA47 atvejais, entalpija
sudaro nuo 80 iki 90 % jungimosi Gibso energijos (11 pav.). Tuo tarpu ICPD62
jungimasi su Hsp90N salygoja entalpija ir entropija apylygémis dalimis.

Tikryjy jungimosi entalpijy priklausomybés nuo temperatiiros (12 pav.) pokrypio
kampas nusako jungimosi Siluming talpg (A,Cp). Visy tirty ICPD junginiy jungimosi su
Hsp90aN AyC, verteés yra -540 — -660 Jxmol*xK™ intervale. Neigiamos Siluminés talpos
vertés yra biidingos hidrofobinéms jungimosi reakcijoms, o Sios konkreCios vertés yra
panasios j GA analogy, 17-AAG ir 17-DMAG [28], bei RD [41] jungimosi su Hsp90
Silumines talpas.
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12 pav. (A) ICPD26, (B) ICPD47, (C) ICPD34 ir (D) ICPD62 jungimosi su Hsp90aN
tikryjy termodinaminiy parametry priklausomybé nuo temperatiiros. ApGime vertés yra
atvaizduoti juodais kvadratais, ApHiny — baltais apskritimais, and —TApSin — pilkais trikampiais.

6. ICPD junginiy struktiiros ir giminingumo sgrysis

Gebe¢jimas prognozuoti termodinaminius jungimosi parametrus ir giminingumg
remiantis baltymo—Iligando struktiira palengvinty vaisty paieska [7]. Esami
bioinformatikos jrankiai kol kas dar nesugeba patikimai atlikti tokiy prognoziy [6], nes
esama duomeny bazé yra per maza. Todeél kompleksy molekuliniy struktiiry ir
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termodinaminiy parametry koreliacija turi biti atlieckama kiekvieng atveji detaliai
iSnagrin¢jant individualiai.

Visy pirma mes sulyginome skirtumus tarp visy ICPD junginiy jungimosi su Hsp90ON
tikryjy termodinaminiy parametry su ICPD junginiy funkciniy grupiy skirtumais (13
pav.). Antrosios metoksi grupés jvedimas, i8 ICPD26 gaunant ICPD34, lemia nedidelj
Gibso energijos praradimg. Papildoma metileno grupé ICPD47 junginyje, palyginus su
ICPD26, mazai jtakoja termodinaminius jungimosi parametrus. Pakeic¢iant chloro atoma
etilo grupe, 1§ ICPD47 gaunant ICPD62, iSloSiama entropija, taciau jg atsveria Zenklus
entalpijos praradimas. Verta paminéti, kad FTSA metodu nustatyta stebimoji ICPD62
jungimosi su Hsp90N konstanta buvo didesné¢ nei ICPD47 atveju. Tai — vienas i$
pavyzdziy, kai i§ stebimyjy jungimosi parametry (neapskaiCiavus tikryjy jungimosi
parametry) daromos i§vados bty klaidingos.
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AH =411 Cl | j/ AGH = -42.2
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13 pav. Funkciniy grupiy jtakos tikriesiems jungimosi termodinaminiams parametrams
palyginimas. Grupés, lemiancios ApGiny neigiamos vertés padidéjima, atvaizduotos Zaliai, o
grupés, nepalankios jungimuisi,- raudonai. Nurodyty ApGinr, ApHing Ir -TApSine matavimo
vienetai yra kJxmol™ (su atitinkamomis paklaidomis +1,1, 1,7 ir £2,0), A,C, — Jxmol™xK™ (su
paklaida £125).

Hsp90—ICPD kompleksy kristalinés struktiiros leidzia pamatyti baltymo ir ligando
atomy i$sidéstymg (14 pav.). Visi keturi tirti ICPD junginiai Zzmogaus Hsp90a ATP
suriSimo kiSenéje i$sidésto beveik identiSkai (14B pav.). Tiadiazolo zieda kiSenéje
jtvirtina platus vandeniliniy ry$iy tinklas, kuriame dalyvauja vandens molekulés (14A
pav.). D¢l antrosios metoksi grupés ICPD34 junginio benzeno Ziedui tenka Siek tiek
pasisukti tiadiazolio ziedo atzvilgiu. Taciau Sis pokytis turi mazai jtakos tikriesiems
jungimosi termodinaminiams parametrams, nes $is benzeno ziedas yra iSoriniame ATP
suriS§imo kiSenés pakrastyje (14A pav.).

Chloro grupé, budinga trims nagrinétoms struktiroms, sudaro hidrofobinius
kontaktus su F138 ir L107. ICPD62 atveju, etilo grupé geba sgveikauti su tomis pac¢iomis
aminoriig§timis. Jdomu, kad chlorg turintiems ICPD junginiams yra budingas Zenkliai
didesnis entalpinis indélis j tikragja jungimosi Gibso energijg. Cheminiu poziiiriu, chloras
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yra elektronus nutraukianti grupé, o etilas — elektrony donoriné grupé; Sios pakaity
savybés galéty skirtingai jtakoti orto ir para hidroksi grupiy sudaromy vandeniliniy rysiy
stipruma. Nepaisant to, nustatytose kompleksy struktiirose ICPD47 ir ICPD62 yra
orientuoti vienodai (14B pav.), jokiy esminiy $iy junginiy sgveikos su Hsp90aN
skirtumy nematyti. Taciau kristaliniy struktiiry kokybé yra per maza, kad galétume
patikimai nustatyti galimus menkus vandeniliniy rySiy skirtumus, kurie galéty paaiskinti
ApHinee Neatitikimus.

48

14 pav. (A) Zmogaus Hsp90aN ATP suri§imo kiSenéje prisijunges ICPD47 (oranzinis).
Baltymo pavirSius nuspalvintas pagal elektrostatinj kriivj, aminorfigstys atvaizduotos Zzaliai.
Meélynos punktyrinés linijos vaizduoja vandenilinius ry$ius, pilkos — hidrofobines saveikas. (B)
Tirty keturiy ICPD junginiy iSsidéstymo Hsp90aN aktyviajame centre palyginimas. ICPD47
atvaizduotas geltonai, ICPD26 — rausvai, ICPD34 — zydrai, 0 ICPD62 — zaliai.
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Alternatyvus tokiy energijy profiliy paaisSkinimas galéty biiti unikalios halogeny
(i8skyrus fluorg), sujungty su aril ar kitomis panaSiomis grupémis, elektrostatinés
savybés [44-46]. Be hidrofobiniy kontakty, halogenai taip pat gali dalyvauti jvairiose
clektrostatinése saveikose, pvz., su fenilalanino n elektronais [45]. Be to, chloras tam
tikromis saglygomis gali sudaryti vandenilinius rySius su C-H [46; 47]. Tokiy rysiy ilgiai
paprastai yra 3,0 A ir daugiau (neretai ir daugiau nei 4,0 A) [47], o tai atitinka atstuma
tarp ICPD junginiy chloro ir alifatiniy L107 ir F138 metileno grupiy. Nors ir silpni, tokie
rySiai yra specifiSski [44] ir galéty buti jungimosi entalpijos $altinis. Didesné ICPD62
jungimosi entropija galéty buti dalinai paaiskinta didesniu etilo grupés labilumu.

Tirti ICPD junginiai turi dvi hidroksi grupes. Remdamiesi iSskai¢iuotomis pK,
vertémis, mes prognozavome, kad orto padétyje chloro atzvilgiu esanti hidroksi grupé
galéty dalyvauti nustatytame su jungimusi susijusiame protonizacijos reiskinyje (zr. 3.5
skyrelj). IS struktiiriniy duomeny matyti, kad §i hidroksi grup¢ dalyvauja vandeniliniy
ry$iy tinkle kartu su vandens molekule, o kitas hidroksilas tiesiogiai sgveikauja su D93
(14A pav.). Bioinformatikos jrankiu ,,H++* [13] i§ strukttriniy duomeny suskai¢iuota
D93 Soninés grandinés pK, yra apie 0,7. Tai reiSkia, kad visomis Siame darbe tirtomis
salygomis D93 karboksi grupé turéty buti pilnai deprotonizuota. Tuo tarpu ,,Marvin
programine jranga [12] apskai¢iuotos labiausiai linkusiy jonizuotis ICPD junginiy grupiy
pK, yra ~7,3 ICPD26, ICPD34 ir ICPDA7 atvejais ir ~8,6 ICPD62 atveju. Sie duomenys
tik patvirtina, kad ligandas, o ne Hsp90, protonizuojasi jungimosi reakcijos metu.

Orto pozicijoje chloro atzvilgiu esanti hidroksi grupé sudaro vandenilinj ry$j su
vandens molekule, kurig toje vietoje pozicionuoja Hsp90aN L48 ir S52 (14A pav.).
Hsp90B vietoje Sio serino turi alaning, kuris negali sudaryti atitinkamo vandenilinio
rySio. Tai galéty paaiskinti bendrai Zemesn; Hsp90p giminingumg ICPD junginiams.

7. 1CPD junginiai kaip Hsp90 slopikliali

7.1. ICPD junginiy jtaka véZinéms lasteléms

ICPD junginiy jtakg zmogaus véziniy lasteliy gyvybingumui iStyré dr. J. Matulieng,
dr. V. Petrikait¢ (VU Biotechnologijos institutas, Lietuva) ir dr. S. Y. Sharp (Vézio
tyrimy institutas, Didzioji Britanija). Tyrimai buvo atlikti Siais Hsp90 ligandais
paveikiant U20S (osteosarkomos), HeLa (gimdos kaklelio vézio) ir HCT116 (storosios
zarnos vezio) linijy lasteles (3 lentele). ICPD26, ICPD34 ir ICPD47 vézZiniy lasteliy
augimg slopino panasiai, o ICPD62 taip pat efektyviai veiké ir maZesnémis dozémis.
ICPD60 yra struktariSkai labai panaSus, taCiau su Hsp90 praktiSkai nesijungiantis
junginys (1 pav.). Prireiké kur kas didesnes ICPD60 koncentracijos tirty veéziniy lgsteliy
augimui nuslopinti (3 lentele).

Siekiant patvirtinti, kad lasteliy augimas buvo slopintas ICPD junginiams jungiantis
ir slopinant Hsp90, o ne pasalinio junginiy poveikio, dr. S. Y. Sharp atliko keliy placiai
pripazinty Hsp90 slopinimo biomarkeriy tyrimg HCT116 Iastelése (15 pav.). Paveikus
Sias lgsteles ICPD junginiais, jose buvo stebéta padidéjusi Hsp baltymy (Hsp72 ir
Hsp27) raiSka ir pasirinkty Hsp90 klienty (CRAF, ERBB2 ir CDK4) raiSkos
sumazéjimas. Abu Sie pozymiai rodo, kad vyko Hsp90 slopinimas. Padidéjes sukirpto
PARP kiekis rodo apoptozes pradzia.
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3 lentelé. ICPD junginiy gebé¢jimas slopinti véziniy lgsteliy augimg. Nurodytos vidurkinés
ECso vertés + standartiné paklaida, suskaiciuoti i$ eilés eksperimenty. Visos vertés nurodytos

uM.
—Lasteliy lintja f )5 5g HeLa | HCT116
Junginys
ICPD26 5,6+0,4 2,35+0,02 3,2+0,7
ICPD34 7,2+0,5 3,13+0,09 4.6+0,4
ICPD47 8,3+0,7 3,76+0,33 4.6+0,4
ICPD60 24.2+0,1 19,5+1,7 n.d.
ICPD62 0,70+0,04 | 0,79+0,02 n.d.
)
° (U]
£ £ IcPD26 ICPD34 ICPD47
€ 5 T1x 5x 10x 1x 5x 10x 1x 5x 10x
‘-}----“b-- Hsp72
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perkirptas
- “l e o
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15 pav. Hsp90 slopinimo biomarkeriy analizé¢ HCT116 lastelése. Lastelés buvo paveiktos
1x, 5x arba 10x Glsg koncentracijomis 24 h, tuomet buvo atlikta jy baltymy raiskos ,,Western
blot* analizé. Teigiama kontrolé — 17-AAG; GAPDH — uznesimo kontrolé. [48]

7.2. Perspektyvos

Hsp90 yra perspektyvus priesvéziniy vaisty taikinys, be to, jo slopiklius galima buty
pritaikyti ir kai kuriy kity ligy gydymui. Nors su pora deSim¢iy Hsp90 slopikliy buvo ar

pasaliniy poveikiy. Kadangi dauguma paSaliniy poveikiy skyrési skirtingy slopikliy
atvejais, tikétina, kad juos sukélé paciy junginiy pasalinés reakcijos, o ne Hsp90
slopinimas.

Atsizvelgiant | surinktus termodinaminius ir struktiirinius duomenis, tirti ICPD
junginiai galéty buti optimizuojami jvedant papildomas su Hsp90 saveikaujancias
grupes. Tai, kad ICPD62 slopina vézZiniy lasteliy augima kur kas efektyviau nei kiti trys
tirti ICPD junginiai, nors jy Ky, i vertés ir yra panasios, galima biity paaiSkinti geresniu
gebéjimu prasikverbti pro lastelés membrana. Paprastai neutraly kriivj turindios dalelés
lengviau prasiskverbia per hidrofobing lastelés membrang nei kriivj turin€ios. Dél chloro
pakaita pakeitusios etilo grupés ICPD62 junginyje hidroksi grupés néra jonizuotos esant
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Iasteléms budingam pH. Taciau Sis pakeitimas taip pat lemia Zenkly jungimosi entalpijos
sumaz¢jima, todel kiti trys nagrinéti ICPD junginiai yra tinkamesni tolesniam vystymui.
Siekiant didinti ICPD26 ir ICPD47 junginiy hidrofobiskumg, pakaitai turéty biti
jvedinéjami taip, kad nebuty suardomos $iy ligandy elektrostatinés saveikos su Hsp90
ATP suriS§imo kiSene. Tiesa, yra pastebéta, kad kartais iSsivysto Hsp90 pavirSiaus
mutacijos, dél kuriy jgijamas atsparumas kai kuriems slopikliams [49; 50]. Todél ICPD
junginiy nedidelis molekulinis svoris ir sgveiky tinklas su itin konservatyviomis Hsp90
aminorfigs§timis galéty biti privalumais.

[Stirty junginiy giminingumo tendencijos buvo panaSios Hsp90 o ir B izoformy
atvejais. Visi ICPD junginiai silpniau saveikavo su Hsp90p. Siame darbe mes parodéme,
kad ICPD junginiai yra stipris, entalpiskai optimizuoti Hsp90 slopikliai, tinkami
tolesniam vaisty ktrimui.
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ISVADOS

1. ICPD junginiai stipriai (stebimos K, vertés nuo 4,8x10° iki 1,65x10° M™* —
stipriau nei klasikinis slopiklis 17-AAG) jungiasi su zmogaus Hsp90a ir Hsp90p
izoformomis.

2. ICPD junginiy giminingumas Hsp90a izoformai yra nuo 4 iki 6 karty didesnis
nei Hsp90p.

3. ICPD junginiy hidroksi grupés protonizacija yra bitina jungimuisi su Hsp90.

4. ICPD26, ICPD34 ir ICPD47 jungimosi su Hsp90 pagrindiné varomoji energija
yra entalpija (~84 %), todél jie yra tinkami kandidatai tolimesniam
optimizavimui, o ICPD62 tikraja jungimosi energija sudaro entalpija ir entropija
apylygémis dalimis.

5. Chloro grup¢ padidina ICPD junginiy jungimosi su Hsp90 entalpinj indélj, o
ICPD62 jos vietoje esanti etilo grupé didina entropinj indél;. Tai parodo, kad
chloras geba sudaryti papildomus, nehidrofobinés prigimties kontaktus.

6. Mazi alkoksi pakaitai ICPD junginiy benzeno Ziede mazai jtakoja tikruosius
jungimosi parametrus.
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SUMMARY

Despite many advances in modern medicine, severe diseases are still pretty common.
For instance, statistically every second person will suffer from some type of cancer
during his life [1], and quite a lot of these cases will be incurable. Due to its adaptability
and persistence, traditional approaches to anticancer drug design often prove
unsatisfactory: while the drug molecule inhibits one seemingly vital protein, the cancer
cell finds different paths to circumvent this and proliferate.

The heat shock protein 90 (Hsp90) is a chaperone that, while catering only for a
limited clientele, manages to impact a significant fraction of proteome. This is achieved
through chaperoning proteins that are hubs of many biological networks such as
transcriptional factors and kinases [2]. Molecular mechanisms of the 6 hallmarks of
cancer cells all involve Hsp90 clients [3]. Moreover, cancer cells tend to depend heavily
on chaperones to maintain their mutated proteins and preserve proteostasis. Therefore
successfully drugging Hsp90 might be the strike at the heart of oncogenic processes that
is needed for the development of effective anticancer therapy. Furthermore, accumulated
data suggests that inhibiting Hsp90 might be employed in fighting various other
illnesses, including protozoan and neurodegenerative diseases.

While there are several synthetic Hsp90 inhibitors in development and in clinical
trials, no Hsp90 targeting agent is currently available on the market. Most of the
investigated Hsp90 inhibitors exhibited various side-effects that restrict their usage. As
most of these traits do not seem to be caused by the Hsp90 inhibition itself, there is a
high demand of new, efficacious Hsp90 inhibitors.

Historically, drug development has been structure-based optimisation of binding
contacts; however, such approaches do not offer deeper understanding of the driving
forces underlying the molecular interactions, which can be explored by thermodynamic
analysis [4]. Currently one of the biggest challenges in molecular biophysics is
understanding the emerging correlation of thermodynamic and structural data [7]. It has
to be noted that the thermodynamic data observed directly during experiments does not
always correlate well with the structural data. Therefore intrinsic parameters have to be
calculated by eliminating contribution of various events that accompany binding.
However, at this stage such studies still have to be conducted in a case-by-case scenario,
in order to map the differences in intrinsic binding energetics that accompany minor
changes in chemical structure.

A series of potential Hsp90 inhibitors, aryl-dihydroxyphenyl-thiadiazoles, has been
synthesised at Vilnius University. The goal of this study was to explore the structure-
thermodynamics relationship for aryl-dihydroxyphenyl-thiadiazoles binding to human
Hsp90. We employed isothermal titration calorimetry in conjunction with protein
denaturation profile analysis techniques in order to dissect the thermodynamic
mechanism of the protein—ligand binding event. In this work we provide a detailed
thermodynamic characterisation of these inhibitors binding to recombinant human
Hsp90, both a and B isoforms. We show for the first time that protonation of hydroxyl
residue in resorcinol-based Hsp90 inhibitors is essential for binding. Comparison of
thermodynamic and structural data signified the ability of chlorine to form interactions
of non-hydrophobic nature. As generally enthalpic contribution to the ligand affinity is
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more difficult to improve than the entropic contribution [5; 6], the mostly enthalpy-
driven binding of three of our compounds makes them excellent candidates for further
lead development.

33



LITERATUROS SARASAS

[1] CancerResearch UK (accessed in 2016). www.cancerresearchuk.org, "Cancer risk
statistics".

[2] Taipale M, Jarosz DF, Lindquist S. Nat Rev Mol Cell Biol 2010, 11 (7), 515-528.

[3] Banerji U. Clin Cancer Res 2009, 15 (1), 9-14.

[4] Garbett NC, Chaires JB. Expert Opin Drug Discov 2012, 7 (4), 299-314.

[5] Freire E. Drug Discov Today 2008, 13 (19-20), 869-874.

[6] Ferenczy GG, Keseru GM. Future Med Chem 2015, 7 (10), 1285-1303.

[7] Ladbury JE. Biochem Soc Trans 2010, 38 (4), 888-893.

[8] Baker BM, Murphy KP. J Mol Biol 1997, 268 (2), 557-569.

[9] Tellinghuisen J. Anal Biochem 2003, 321 (1), 79-88.

[10] Wiseman T, Williston S, Brandts JF, Lin LN. Anal Biochem 1989, 179 (1), 131-137.

[11] Broecker J, Vargas C, Keller S. Anal Biochem 2011, 418 (2), 307-309.

[12] ChemAxon (2012). Marvin Calculator Plugins were used for structure property
prediction and calculation, MarvinSketch 5.11.3.

[13] Anandakrishnan R, Aguilar B, Onufriev AV. Nucleic Acids Res 2012, 40 (Web Server
issue), W537-541.

[14] Baker BM, Murphy KP. Biophys J 1996, 71 (4), 2049-2055.

[15] BIOVIA DS (2015). Discovery Studio Modeling Environment, Release 4.5, San Diego:
Dassault Systemes.

[16] Schrodinger, LLC (2015). The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8.

[17] Scudiero DA, Shoemaker RH, Paull KD, Monks A, Tierney S, Nofziger TH, ..., Boyd
MR. Cancer Res 1988, 48 (17), 4827-4833.

[18] Kelland LR, Sharp SY, Rogers PM, Myers TG, Workman P. J Natl Cancer Inst 1999,
91 (22), 1940-1949.

[19] Jhaveri K, Taldone T, Modi S, Chiosis G. Biochim Biophys Acta 2012, 1823 (3), 742-
755.

[20] Dymock BW, Barril X, Brough PA, Cansfield JE, Massey A, McDonald E, ..., Drysdale
MJ. J Med Chem 2005, 48 (13), 4212-4215.

[21] Sharp SY, Prodromou C, Boxall K, Powers MV, Holmes JL, Box G, ..., Workman P.
Mol Cancer Ther 2007, 6 (4), 1198-1211.

[22] Brough PA, Barril X, Borgognoni J, Chene P, Davies NG, Davis B, ..., Wright L. J Med
Chem 2009, 52 (15), 4794-4809.

[23] Jhaveri K, Modi S. Adv Pharmacol 2012, 65, 471-517.

[24] Freire E. Drug Discov Today Technol 2004, 1 (3), 295-299.

[25] Velazquez Campoy A, Freire E. Biophys Chem 2005, 115 (2-3), 115-124.

[26] Velazquez-Campoy A, Ohtaka H, Nezami A, Muzammil S, Freire E. Curr Protoc Cell
Biol 2004, Chapter 17, Unit 17 18.

[27] Prodromou C, Roe SM, O'Brien R, Ladbury JE, Piper PW, Pearl LH. Cell 1997, 90 (1),
65-75.

[28] Nilapwar S, Williams E, Fu C, Prodromou C, Pearl LH, Williams MA, Ladbury JE. J
Mol Biol 2009, 392 (4), 923-936.

[29] Cimmperman P, Baranauskiene L, Jachimoviciute S, Jachno J, Torresan J,
Michailoviene V, ..., Matulis D. Biophys J 2008, 95 (7), 3222-3231.

[30] Todd M, Salemme F. Genetic Engineering News 2003, 23 (3), 28-29.

[31] Matulis D, Kranz JK, Salemme FR, Todd MJ. Biochemistry 2005, 44 (13), 5258-5266.

[32] Chiu MH, Prenner EJ. J Pharm Bioallied Sci 2011, 3 (1), 39-59.

[33] Clas SD, Dalton CR, Hancock BC. Pharm Sci Technolo Today 1999, 2 (8), 311-320.

[34] Senisterra GA, Finerty PJ, Jr. Mol Biosyst 2009, 5 (3), 217-223.

[35] Ladbury JE, Williams MA. Curr Opin Struct Biol 2004, 14 (5), 562-569.

34


http://www.cancerresearchuk.org/

[36] Zubriene A, Matuliene J, Baranauskiene L, Jachno J, Torresan J, Michailoviene V, ...,
Matulis D. Int J Mol Sci 2009, 10 (6), 2662-2680.

[37] Matulis D. Baltymy fizikiné chemija Lietuvos Respublikos Svietimo ir mokslo
ministerija, Vilniaus universitetas, Technologija: 2008.

[38] Ladbury JE, Klebe G, Freire E. Nat Rev Drug Discov 2010, 9 (1), 23-27.

[39] Roe SM, Prodromou C, O'Brien R, Ladbury JE, Piper PW, Pearl LH. J Med Chem
1999, 42 (2), 260-266.

[40] Barril X, Beswick MC, Collier A, Drysdale MJ, Dymock BW, Fink A, ..., Wright L.
Bioorg Med Chem Lett 2006, 16 (9), 2543-2548.

[41] Zubriene A, Gutkowska M, Matuliene J, Chaleckis R, Michailoviene V, Voroncova A,
..., Matulis D. Biophys Chem 2010, 152 (1-3), 153-163.

[42] Gooljarsingh LT, Fernandes C, Yan K, Zhang H, Grooms M, Johanson K, ..., Tummino
PJ. Proc Natl Acad Sci U S A 2006, 103 (20), 7625-7630.

[43] Olsson TS, Williams MA, Pitt WR, Ladbury JE. J Mol Biol 2008, 384 (4), 1002-1017.

[44] Bissantz C, Kuhn B, Stahl M. J Med Chem 2010, 53 (14), 5061-5084.

[45] Wilcken R, Zimmermann MO, Lange A, Joerger AC, Boeckler FM. J Med Chem 2013,
56 (4), 1363-1388.

[46] Taylor RK, O. J Am Chem Soc 1982, 104 (19), 5063-5070.

[47] Aakeroy CBE, T. A.; Seddon, K. R.; Palinko, I. . New J Chem 1999, 23 (2), 145-152.

[48] Sharp SY, Roe SM, Kazlauskas E, Cikotiene I, Workman P, Matulis D, Prodromou C.
PL0S One 2012, 7 (9), e44642.

[49] Prodromou C, Nuttall JM, Millson SH, Roe SM, Sim TS, Tan D, ..., Piper PW. ACS
Chem Biol 2009, 4 (4), 289-297.

[50] Millson SH, Chua CS, Roe SM, Polier S, Solovieva S, Pearl LH, ..., Piper PW. FASEB
J 2011, 25 (11), 3828-3837.

35



36



	TURINYS
	ĮVADAS
	TYRIMŲ METODIKA
	REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS
	1. ICPD junginiai
	2. ICPD jungimosi su Hsp90 tyrimas izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu
	3. ICPD jungimosi įvertinimas pagal baltymo išsivyniojimo profilį
	4. Su jungimusi susijusių protonizacijos reiškinių analizė
	4.1. ICPD jungimasis su Hsp90N yra lydimas vieno protono pernašos
	4.2. Jungimosi konstantos priklausomybė nuo pH
	4.3. Su jungimusi susijusio protonizacijos reiškinio modelis

	5. ICPD jungimosi su Hsp90 tikrieji parametrai
	6. ICPD junginių struktūros ir giminingumo sąryšis
	7. ICPD junginiai kaip Hsp90 slopikliai
	7.1. ICPD junginių įtaka vėžinėms ląstelėms
	7.2. Perspektyvos

	IŠVADOS
	MOKSLINIŲ DARBŲ SĄRAŠAS
	CURRICULUM VITAE
	PADĖKA
	SUMMARY
	LITERATŪROS SĄRAŠAS

